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Summary  
 
In many developed countries, coronary heart disease (CHD) is the most 
frequent cause of death. The primary cause of CHD is the process of 
atherosclerosis occurring in the vessel wall. Atherosclerosis is a progressive 
disease and is strongly associated with a disturbed lipid profile, also known as 
dyslipidemia. Dyslipidemia can be characterised by 1) elevated low-density 
lipoprotein cholesterol (LDL-C), 2) elevated triacylglycerol (TAG), and 3) 
lowered high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) serum concentrations. 
Therefore, anti-atherosclerotic approaches focus on the development of 
agents that lower serum LDL-C and TAG concentrations, and/or elevate 
serum HDL-C concentrations. One of the most promising approaches to 
elevate serum HDL-C concentrations is by enhancing de novo apoA-I 
production. ApoA-I is the main protein constituent of an HDL particle and 
predominantly produced by hepatocytes and enterocytes in humans. To study 
regulatory mechanisms and effects of (nutritional) components on de novo 
apoA-I production in human enterocytes, we evaluated effects of various 
(pharmacological) components in differentiated CaCo-2 cells (an enterocyte 
cell model) and in HepG2 cells (a hepatic cell model), as described in 
chapter 3. We found a strong significant correlation on de novo apoA-I 
production between the effects of the evaluated agents in differentiated 
CaCo-2 cells and in HepG2 cells. Therefore, we concluded that differentiated 
CaCo-2 cells are a suitable enterocyte cell model to study de novo apoA-I 
production in vitro. Furthermore, we postulated the existence of tissue-
specific effects, since apoA-I gene expression in enterocytes is regulated by 
both similar and different promoter/enhancer regions as compared to apoA-I 
gene expression in hepatocytes. In chapter 4, we examined the effects of 
fatty acids that differ in chain-length, degree of saturation, and cis/trans 
configuration on de novo apoA-I production in differentiated CaCo-2 cells. We 
concluded that lauric acid elevated de novo apoA-I production, both at the 
level of gene expression (after 3 hours incubation) and protein synthesis 
(after 48 hours incubation). Therefore, we concluded that HDL-C and apoA-I 
elevating effects by the SAFA lauric acid, as earlier observed in human 
intervention studies, might - at least partly - be explained by an enhanced de 
novo apoA-I production in enterocytes. Interestingly, the strongest apoA-I 
elevating effect by lauric acid was achieved by the lowest replacement. 
Furthermore, the PUFAs linoleic acid and α-linolenic acid, but also cis/trans 
configurations of C18:1 and C18:2 fatty acids, had no clear effects on the 
apoA-I production in this cell model. 
  In chapter 6, we tried to elucidate a part of the apoA-I transcriptional 
mechanism. As described in chapter 3, PPARα agonists fenofibric acid (FeAc) 
and GW7647 had opposite effects on de novo apoA-I production as measured 
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in apoA-I culture medium concentrations after 48 hours incubation. These 
effects were observed both in HepG2 cells and in differentiated CaCo-2 cells. 
Agilent microarrays were used to determine expression profiles of genes that 
were differentially affected by FeAc and GW7647 after 3 hours incubation. 
Our main goal was to identify differentially regulated transcription factors or 
cofactors that might be involved in de novo apoA-I production. After 3 hours 
incubation, FeAc induced gene expression of various transcription factors and 
cofactors, such as ATF3, C/EBPβ, GDF15, and NF-IL3A, as compared to 
GW7647. These differences were observed in both cell lines and confirmed by 
RTq-PCR. In theory, all of these factors might be involved in regulating the 
apoA-I gene expression and explain the difference between FeAc and 
GW7647 on de novo apoA-I production. However, we postulated the 
hypothesis that the difference on de novo apoA-I production between FeAc 
and GW7647 is mainly explained by the differences in activation of 
transcription factor C/EBPβ. However, further research is needed to confirm 
this hypothesis. 
 A natural policosanol mixture has been postulated as LDL-C lowering 
and HDL-C elevating nutrient. However, which policosanol constituent in the 
natural mixture is responsible for these favourable effects is not known. 
Therefore, we examined (chapter 5) the effects of different emulsified 
policosanol components side-by-side versus a natural policosanol mixture on 
1) serum total cholesterol concentrations, 2) lipoprotein profiles, and 3) gene 
expression levels of several genes involved in cholesterol metabolism in both 
liver and small intestinal tissue of heterozygous LDLr+/- mice. In addition, 
individual policosanols, i.e. very long-chain fatty alcohols (C24, C26, C28, 
and C30), and their respective very long-chain fatty acids and aldehydes, 
were evaluated for their capacity to increase de novo apoA-I production in 
HepG2 cells. Since for all of the components studied, no effects were 
observed both in vitro and in vivo, we concluded that policosanols have no 
potential in reducing CHD risk through effects on serum lipoprotein 
concentrations.  
Based on the studies described in this thesis, we conclude that the 
SAFA lauric acid is a potential nutritional agent to elevate de novo apoA-I 
production in human enterocytes Furthermore, we hypothesized that the 
transcription factor C/EBPβ might be an important factor in regulating apoA-I 
production in both human hepatocytes and enterocytes. Nevertheless, the 
exact regulatory mechanisms, by which various apoA-I elevating agents act, 
are still poorly understood and need further investigation. Finally, we 
concluded that policosanols do not have any effects on cholesterol 
metabolism and therefore do not reduce CHD risk.   
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Hart- en vaatziekten (HVZ) is één van de belangrijkste doodsoorzaken in 
westerse landen. De belangrijkste oorzaak van HVZ is de ontwikkeling van 
aderverkalking, oftewel atherosclerose. Atherosclerose is een progressieve 
ziekte en is sterk geassocieerd met een verstoord lipidenprofiel, oftewel 
dyslipidemie. Een dyslipidemie wordt gekenmerkt door 1) verhoogde lage-
dichtheid lipoproteïne cholesterol (LDL-C), 2) verhoogde triacylglyceriden 
(TAG) en 3) verlaagde hoge-dichtheid lipoproteïne cholesterol (HDL-C) serum 
concentraties. Om atherosclerose te bestrijden zijn de meeste studies vooral 
gericht op stoffen die in staat zijn om LDL-C en TAG concentraties te verlagen 
en/of HDL-C concentraties te verhogen. Verschillende strategieën zijn 
ontwikkeld om HDL-C serum concentraties te verhogen. Een veelbelovende 
strategie is het verhogen van de novo apoA-I productie – een belangrijk eiwit 
dat voorkomt in een HDL deeltje - in lever- en/of darmcellen. Om 
mechanismen en effecten van (voedings)componenten te bestuderen op de 
novo apoA-I productie in humane dunne darmcellen (enterocyten), hebben 
we farmacologische stoffen in gedifferentieerde CaCo-2 cellen - een celmodel 
voor de enterocyt - vergeleken met de effecten van dezelfde stoffen in HepG2 
cellen - een celmodel voor de humane lever. Deze resultaten zijn beschreven 
in hoofdstuk 3. Wij vonden een sterke significante correlatie tussen de 
effecten van de bestudeerde stoffen op de novo apoA-I productie in 
gedifferentieerde CaCo-2 en HepG2 cellen. Daaruit concludeerden wij dat 
gedifferentieerde CaCo-2 cellen een bruikbaar celmodel zijn om de novo 
apoA-I productie in vitro te bestuderen. Daarnaast veronderstelden wij ook 
weefselspecifieke effecten in de dunne darm en in de lever, omdat de apoA-I 
genexpressie in enterocyten, ten opzichte van die in hepatocyten, 
gereguleerd wordt door dezelfde maar ook door andere promoter/enhancer 
regionen. In hoofdstuk 4 zijn de effecten van verschillende vetzuren op de 
novo apoA-I productie in gedifferentieerde CaCo-2 cellen beschreven. Deze 
vetzuren verschilden in ketenlengte, mate van verzadiging en cis/trans 
configuratie. Wij concludeerden dat het uitwisselen van een kleine 
hoeveelheid oliezuur voor het verzadigd vetzuur laurinezuur, vergeleken met 
alleen oliezuur, de de novo apoA-I productie verhoogt op zowel mRNA (na 3 
uur incubatie) als op eiwit (na 48 uur incubatie) niveau. Daarom 
concludeerden wij dat HDL-C en apoA-I verhogende effecten, zoals eerder 
gevonden in humane studies, ten minste gedeeltelijk verklaard kunnen 
worden door een verhoogde de novo apoA-I productie in de darm. 
Opmerkelijk was de waarneming dat het apoA-I verhogende effect het sterkst 
was bij de laagste laurinezuur concentratie. Verder hadden de meervoudige 
onverzadigde vetzuren linolzuur en alpha-linoleenzuur, maar ook cis/trans 
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configuraties van C18:1 en C18:2 vetzuren, geen duidelijke effecten op de 
novo apoA-I productie in dit celmodel.  
In hoofdstuk 6 hebben we getracht om een deel van het mechanisme 
op te helderen, waardoor de apoA-I productie wordt verhoogd. Zoals 
beschreven in hoofdstuk 3, hebben de PPARα agonisten fenofibric acid 
(FeAc) - het actieve bestanddeel van fenofibraat - en GW7647 na 48 uur 
incubatie tegengestelde effecten op de novo apoA-I productie. Deze 
respectievelijk verlagende en verhogende effecten werden waargenomen in 
zowel HepG2 als in gedifferentieerde CaCo-2 cellen. Om de genexpressie 
profielen van met FeAc en GW7647 gestimuleerde cellen te bepalen, werden 
Agilent microarrays gebruikt. De verkregen genexpressie profielen van beide 
PPARα agonisten werden met elkaar vergeleken om transcriptiefactoren of 
cofactoren te identificeren welke betrokken kunnen zijn in de novo apoA-I 
synthese. Na 3 uur incubatie induceerde FeAc verschillende 
transcriptiefactoren en/of cofactoren in vergelijking met GW7647, o.a. ATF3, 
C/EBPβ, GDF15 en NF-IL3A. De genexpressie van deze genen was verhoogd 
in beide cellijnen en werd tevens bevestigd door RTq-PCR. In theorie kunnen 
al deze “upgereguleerde” genen betrokken zijn bij de genexpressie regulatie 
van apoA-I en zou daarmee het verschil kunnen verklaren tussen FeAc en 
GW7647 op de de novo apoA-I productie. Wij veronderstelden echter de 
hypothese dat het verschil op de novo apoA-I productie verklaard kan worden 
door een verschil in activatie van de transcriptie factor C/EBPβ. Echter meer 
onderzoek is nodig om deze hypothese te bevestigen. 
Andere studies hebben gesuggereerd dat een natuurlijk mengsel van 
verschillende typen policosanolen LDL-C verlagende en HDL-C verhogende 
eigenschappen heeft. Echter het is niet bekend welk policosanol bestanddeel 
in het natuurlijke policosanol mengsel hiervoor verantwoordelijk is. Daarom 
hebben wij in hoofdstuk 5 in lever en in dunne darmweefsel van 
heterozygote LDLr+/- muizen de effecten van verschillende geëmulsificeerde 
policosanol bestanddelen vergeleken met die van een natuurlijk policosanol 
mengsel op 1) serum totaal cholesterol concentraties, 2) het lipidenprofiel, en 
3) het genexpressie profiel van verschillende genen betrokken bij het 
cholesterolmetabolisme. Verder hebben we de effecten onderzocht op de 
novo apoA-I productie in HepG2 cellen van individuele policosanolen. Deze 
policosanolen bestonden uit zeer lange keten vet-alcoholen (C24, C26, C28 
en C30) en de hiervan afgeleide aldehyden en vetzuren. Omdat we geen 
gunstige effecten van zowel de individuele policosanol componenten als van 
het natuurlijke policosanol mengsel konden waarnemen in zowel de in vitro 
als in vivo studies, concludeerden wij dat policosanolen geen gunstig effect  
hebben om het risico op HVZ te verlagen door gunstige effecten op het 
cholesterolmetabolisme.  
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Gebaseerd op de studies die beschreven staan in dit proefschrift 
concludeerden wij dat het verzadigd vetzuur laurinezuur mogelijk een 
voedingscomponent is om de novo apoA-I productie in humane dunne 
darmcellen te verhogen. Verder denken wij dat de transcriptiefactor C/EBPβ 
een belangrijke apoA-I regulerende factor is in zowel humane lever- als in 
dunne darmcellen. Echter de mechanismen waardoor de apoA-I productie kan 
worden verhoogd zijn nog niet volledig opgehelderd en daarom is verder 
onderzoek nodig. Tot slot kunnen wij concluderen dat policosanolen geen 
effect hebben op het cholesterolmetabolisme en verlaagt daarom niet het 
risico op het krijgen van HVZ.  
 
